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Background : Minimum inhibitory concentration (MIC) endpoint determination is the major varia-
tion source for the fluconazole susceptibility test, especially for Candida albicans. In this study, we
evaluated spectrophotometric broth microdilution methods using RPMI 1640 and RPMI supple-
mented with 18 g of glucose per liter (RPMI-2% glucose) for determining fluconazole susceptibility
of C. albicans.
Methods : A total of 129 clinical isolates of C. albicans were tested by the broth microdilution
method using RPMI and RPMI-2% glucose. The MIC endpoint was calculated objectively with the
spectrophotometer set at 405 nm. These results were compared to those by the National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) macrodilution method and the agar dilution method.
Results : The mean absorbances in the drug-free wells in RPMI and RPMI-2% glucose were
0.208±0.014 and 0.316±0.061, respectively, at 24 h and 0.339±0.094 and 0.530±0.104,
respectively, at 48 h (P<0.01). The agreement of the microdilution method with the RPMI within two
doubling dilutions of the macrodilution reference were 91.5% (118/129) at 24 h and 76.7% (99/129)
at 48 h. The percentage of agreement in the microdilution method with the RPMI-2% glucose were
significantly higher: 100% (129/129) at 24 h and 99.2% (128/129) at 48 h (P<0.01). In addition, the
MIC endpoints were easier to detect in RPMI-2% glucose, because of the greater difference in
absorbance in between grown wells and fluconazole-inhibited wells (P<0.01).
Conclusions : The spectrophotometric microdilution method with RPMI-2% glucose may have an
excellent agreement with the NCCLS broth macrodilution method and may provide more easily
determined MIC endpoints for fluconazole susceptibility testing for C. albicans. (Korean J Lab Med
2002; 22: 188-95)
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C. albicans의 Fluconazole 감수성 검사 189
에 따라 Candida albicans에 대한 fluconazole의 감수성 검사는
더욱 중요하게 되었다[1, 2]. National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS)에서는 항진균제 감수성 검사
의 표준화된 방법으로 NCCLS broth macrodilution (M27-T)
법을 발표하였고, 이어 이를 보완한 M27-P법을 제안하였다.
Broth microdilution법은 M27-P에 포함되어 있는데, NCCLS
broth macrodilution법과 높은 일치율을 보이며 사용이 매우 간
편하다[3, 4]. 그러나 NCCLS broth microdilution법에 의한 감
수성 검사는 C. albicans에 대한 fluconazole 검사를 시행하는데
있어 다음 몇 가지 문제점들이 지적되고 있다[1, 5-7]. 첫째, flu-
conazole의 최소억제농도(minimum inhibitory conentration, 이
하 MIC)는 NCCLS microdilution법의 경우 48시간 배양 후 성
장대조 well에 비해 균 성장이 현저히 감소된 지점(score 2 이
하)으로 판정되고 있는데[4], 이러한 육안 판정은 주관적인 오류
의 가능성이 있다. 둘째, fluconazole 감수성 검사에서 시험관내
검사 약제의 농도가 계속 증가해도 균의 증식이 부분적으로 계속
관찰되는 trailing 효과가 자주 있을 수 있다[1, 5]. Trailing 효
과는 때로 내성으로 잘못 판정되어 문제가 될 수 있는데[5, 8],
이는 균의 내성을 의미하는 것이 아니며 동물실험에서도 감수성
이므로 다른 검사법을 통해 감수성을 확인해야 한다[1, 5, 8-10].
셋째, 일부 C. albicans 균주는 RPMI 배지에서 잘 자라지 않을
수 있다[5, 8, 9].
이러한 NCCLS법의 문제점을 해결하기 위해 최근 분광광도계
를 이용하여 객관적으로 MIC를 판정하고 자동화하려는 시도가
이루어지고 있으며[6, 7, 11-14], 또한 접종하는 균의 농도를 증
가시키거나, RPMI 배지에 glucose를 첨가하는 등의 NCCLS법
을 변형시킨 방법들이 소개되고 있다[11, 12, 15-17]. 저자들은
임상 검체에서 분리된 C. albicans 균주를 대상으로 RPMI-2%
glucose 배지를 이용하여 broth microdilution법을 약간 변형시켜
fluconazole 감수성 검사를 실시하고, 이를 통상적인 RPMI 1640




전남대학교병원 및 연세대학교 세브란스병원에 내원한 환자의
임상 검체에서 분리된 129주(전남대 72주, 연세대 57주)의 C.
albicans를 대상으로 하였다. 각 검사의 정도관리를 위해 C. para-
psilosis ATCC 22019와 C. krusei ATCC 6258 이외에 2주의 C.
albicans ATCC 표준균주, 즉 C. albicans ATCC 90028 (flu-
conazole 감수성) 및 C. albicans ATCC 64550 (fluconazole 내
성)을 이용하였다. 균주들은 혈액한천배지나 Sabouraud dex-
trose agar (SDA)에 계대배양시킨 후 발아관 시험, API 20C
(bioMerieux, Marcy l’Eltoile, France)와 ATB 32C system
(bioMerieux) 검사 성적 및 cornmeal agar와 CHROMagar
Candida (BBL, cockeysville, Maryland, USA)에서의 형태관
찰 등을 이용하여 동정하였다. 분리된 C. albicans는 skim milk
에 넣어 -70℃에 보관하였다.
2. NCCLS broth microdilution법 및 broth macrodilution법
NCCLS 방법대로 RPMI 배지를 이용하여 시행하였다[3, 4].
RPMI 1640 배지의 제조는 L-glutamine이 들어 있는 RPMI
1640 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) 분말 10.4 g을 MOPS
(3-N-morpholinopropanesulfonic acid) 34.53 g이 들어 있는 완
충액 900 mL에 녹인 다음, 10 M NaOH로 pH를 7.0으로 맞추
어 RPMI 1640 배지를 만들었다. 이때 RPMI 배지내 glucose는
2 g/900 mL 농도로 포함되었고, 배지는 사용 전까지 4℃에 보
관하였다. 
Fluconazole (Diflucan, Pfizer New York, NY, USA)은
2,000 g/mL로 만든 원액에서 RPMI 배지를 이용하여 각각
64-0.125 g/mL가 되도록 배수희석하여 10개의 농도로 만들었
다. 배수희석한 fluconazole 용액을 96 microwell plate (Nun-
clon, Nalge Nunc International, Roskilde, Denmark)에 1번에
서 10번 well까지 각 well당 100 L씩 분주하였다. 균주는 SDA
에 35℃, 24시간 배양 후, 0.85% 식염수에 균을 풀어 잘 섞은 후
0.5 McFarland 탁도(spectrophotometer, 530 nm)로 맞추어 균
농도가 약 1-5×106 CFU/mL가 되도록 하였다. 이 균액을 다시
RPMI 배지를 이용하여 1:1,000으로 희석하였고, 1번에서 10번
well까지 각각 100 L (최종 균농도, 0.5-2.5×103 CFU/mL)
씩을 분주하였다. 11번 well은 성장대조 well로서 균액 100 L
와 fluconazole이 들어 있지 않은 RPMI 배지 100 L를, 12번
well은 배지의 대조 well로서 RPMI 배지 200 L만을 분주하였
다. 균 접종이 끝난 microplate는 35℃에서 24시간 및 48시간 동
안 배양하였다.
결과 판정은 broth microdilution법의 경우 24시간 및 48시간
배양 후 microplate를 꺼내어 shaker에서 5분 동안 잘 혼합한 후,
분광광도계(VERSAmBax Tunable Microplate Reader)로 405
nm에서 흡광도를 측정하였다. Broth microdilution법의 MIC 판
정은 성장대조 well에 비해 흡광도가 80% 이상 억제된 최소항진
균제농도를 기준으로 판정하였다[4, 18]. Broth macrodilution법
의 MIC 판정은 48시간 배양 후 성장대조시험을 1:5로 희석하여
1번부터 10번 시험관까지 비교하며 80% 억제된 희석배수까지로
판정하였다. 이때 검사자에 의한 오차를 방지하기 위하여 두 사
람의 관찰자가 맹검으로 판정하였다[1].
3. RPMI-2% glucose를 이용한 broth microdilution법
NCCLS법을 변형하여 RPMI 배지 대신 RPMI-2% glucose
. .
. .
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를 이용하였고, 최종 균농도를 0.5-2.5×104 CFU/mL로 하여 시
행하였다. RPMI-2% glucose 배지는 RPMI 배지를 필터(0.22
m-pore-size)로 여과한 다음, 멸균된 180 g/L 농도의 glucose
용액 100 mL를 첨가하여 제조하였다. 이때 glucose의 최종 농도
는 20 g/L, MOPS의 최종 농도는 0.165 M/L였으며, 배지는 사
용 전까지 4℃에 보관하였다. Fluconazole은 RPMI-2% glucose
를 이용하여 각각 64-0.125 g/mL가 되도록 배수희석하여 각
well당 100 L씩 분주하였다. 균액은 0.85% 식염수로 0.5
McFarland 탁도로 맞추고, 이를 다시 RPMI-2% glucose 배지
를 이용하여 1:100으로 희석한 뒤 각각 100 L (최종 균농도,
0.5-2.5×104 CFU/mL)씩을 분주하였다[6, 7, 14, 17]. 11번
well은 균액 100 L와 fluconazole이 들어 있지 않은 RPMI-2%
glucose 배지 100 L를, 12번 well은 RPMI-2% glucose 200
L만을 분주하였다. 균 접종이 끝난 microplate는 35℃에서 24
시간 및 48시간 배양 후 shaker에서 5분 동안 잘 혼합한 후, 분
광광도계로 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 MIC 판정
은 성장대조 well에 비해 흡광도가 50% 이상 억제된 well로 판
정하였다[6, 11, 17, 19, 20].
4. 한천희석선별법
한천희석선별법은 16, 8 및 0 g/mL 농도의 fluconazole이
첨가된 CHROMagar Candida 배지를 이용하였다[3, 8, 10, 16].
각 균주는 한천배지에 1 mL (5×105 CFU/mL)씩 접종하여 35
℃에서 48시간 배양 후 각각 증식 억제 유무를 관찰하였다. 판정
은 0, 8 및 16 g/mL의 한천배지에 모두 자란 경우는 MIC 16
g/mL 이상으로, 0 및 8 g/mL에서만 자란 경우는 MIC 16
g/mL로, 그리고 fluconazole이 첨가되어 있지 않은 배지에서만
자란 경우는 MIC 8 g/mL 미만으로 하였다. 이때 검사자에
의한 오차를 방지하기 위하여 두 사람의 관찰자가 맹검으로 판정
하였다.
5. 통계처리
각 군간의 통계적 유의성은 Student t test 및 2 test를 이용
하여 검정하였고, P<0.05인 경우 유의한 것으로 간주하였다.
결 과
1. 표준균주에 대한 fluconazole MIC 결과
RPMI 배지를 이용하여 실시한 broth microdilution법에서 C.
parapsilosis ATCC 22019와 C. krusei ATCC 6258의 flucona-
zole MIC는 모두 정도관리 범위에 속하였으며, fluconazole 감수
성 균주인 C. albicans ATCC 90028 및 내성 균주인 C. albi-
cans ATCC 64550을 대상으로 fluconazole MIC를 측정한 결과
는 Table 1과 같다. C. albicans ATCC 90028의 경우 RPMI 배
지 및 RPMI-2% glucose 배지를 이용한 microdilution법의 MIC
성적은 macrodilution법 및 한천희석법의 결과에 합당하였고, 정
도관리 허용범위에도 속하였다. Fluconazole 내성 균주인 C.
albicans ATCC 64550의 경우 현재 정도관리용 허용범위는 알려
진 바 없으나, 본 실험에서 네 방법 모두에서 16-32 g/mL 사
이의 유사한 결과를 보였다.
2. RPMI와 RPMI-2% glucose 배지의 성장대조 well의
흡광도 비교
임상 검체에서 분리된 C. albicans 129주를 RPMI 및 RPMI-
2% glucose 배지를 이용한 broth microdilution법으로 각각 검
사하여 24시간 및 48시간 배양 후 약제가 들어있지 않은 성장대
조 well에서 평균 흡광도를 비교해 보았다. 각 성장대조 well에서
의 흡광도 값은 분광광도계로 흡광도를 측정한 후 12번 well (배
지 대조 well)의 흡광도를 뺀 후의 성적으로 하였다. RPMI 및
RPMI-2% glucose 배지에서의 성장 대조 well에서의 평균 흡광
도는 24시간 배양 후 각각 0.208±0.014 및 0.316±0.061이었고,
48시간 배양 후 각각 0.339±0.094 및 0.530±0.104로서, 24시간
과 48시간 모두에서 RPMI-2% glucose 배지를 사용하였을 때
더 많은 균 성장을 보였다(P<0.01)(Table 2).
3. Broth macrodilution법 및 한천희석법과의 비교
Microdilution법과 NCCLS macrodilution법간의 2배 희석배수
*spectrophotometric reading; �microdilution method with RPMI-2% glu-














C. albicans 24 h 0.5 0.5 <8.0
ATCC 90028 48 h 0.25-1.0 0.5 0.5 0.5 <8.0
C. albicans 24 h 16 32 >16
ATCC 64550 48 h NA 32 32 32 >16
Table 1. Fluconazole MICs for C. albicans control strains
*P<0.01.
Absorbance value (Mean±SD) of fluconazole-free wells in:Incubation
time RPMI RPMI-2% glucose
24 h 0.208±0.014 0.316±0.061*
48 h 0.339±0.094 0.530±0.104*
Table 2. Comparison of the absorbance of fluconazole-free
wells with RPMI and RPMI-2% glucose (N=129)
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내 일치율은 RPMI 배지를 사용한 경우 24시간 및 48시간 배양
후 각각 91.5% (118/129) 및 76.7% (99/129)이었는데, RPMI-
2% glucose의 경우는 각각 100% (129/129) 및 99.2%
(128/129)의 일치율을 보여 RPMI-2% glucose 배지를 사용한
경우가 RPMI 배지에 비해 더 높은 일치율을 보였다(P<0.01)
(Table 3). C. albicans 129주를 대상으로 macrodilution법 및
한천희석법을 시행했을 때 fluconazole MIC는 모두 8 g/mL
이하였다. 그러나 RPMI 배지를 이용하여 microdilution법을 시
행했을 때 위 두 방법과는 달리 MIC가 8 g/mL 이상인 균주
들이 있었는데, 이는 24시간 및 48시간 배양 후 각각 8주 및 22
주였다. 이 균주들을 RPMI-2% glucose 배지를 이용하여 검사
한 결과, 24시간 배양 후에는 모두 MIC가 8 g/mL 이하이었고
48시간 배양 후에는 1주만이 8 g/mL 이상이었다(Table 4).
Fig. 1은 trailing 효과를 보이는 C. albicans 1주를 예를 들어
RPMI 및 RPMI-2% glucose 배지에서 MIC 판정을 비교해 본
것이다. 이 균주는 NCCLS macrodilution법과 한천희석법에 의
해 fluconazole MIC가 8 g/mL 이하인 감수성 균주로 판정되
었다. 이 균주를 RPMI 배지를 사용하여 fluconazole 감수성 검
사를 시행하였을 때 24시간 배양 후 fluconazole MIC가 0.5 g/
mL이었으나, 48시간 배양 후 fluconazole MIC는 64 g/mL
이상으로 증가되었고, 이때 성장대조 well의 흡광도는 약 0.54이
었다. 그러나 RPMI-2% glucose 배지를 사용한 경우는 48시간
배양 후 성장대조 well의 흡광도가 약 0.84로 증가되어 이때 flu-
conazole MIC는 0.5 g/mL로 판정되었다. 따라서 C. albicans
의 fluconazole 감수성 검사에서 RPMI-2% glucose 배지를 사
용했을 때 RPMI 배지의 경우와는 달리 성장대조 well의 흡광도
가 증가함으로써 trailing 효과를 보이는 fluconazole 감수성 균주
의 MIC 판정이 용이함을 알 수 있었다. 
4. RPMI와 RPMI-2% glucose 배지의 MIC endpoint
well과 그 이전 well의 흡광도 차이 비교




No. of isolates with MICs* different from macrodilution method MICs by number of log dilutions
>-2 -2 -1 0 +1 +2 >+2
EA�(%)
RPMI 24 9 5 16 65 28 4 2 91.5
48 29 6 21 58 12 2 1 76.7
RPMI-2% glucose 24 0 4 13 83 23 6 0 100.0
48 1 5 8 76 27 12 0 99.2
Table 3. Distribution of the difference in the MICs determined by the NCCLS macrodilution reference method and the microdilution
method with RPMI and RPMI-2% glucose and EA percentage
*Spectrophotometric reading; �EA of MIC results of the two methods is defined as exact agreement or agreement within 2 two fold dilutions.
No. of isolates with MICs ( g/mL)
Test method
Time of
Incubation (h) 8-32<8 ≥64
NCCLS macrodilution 48 129 0 0 
Agar dilution screen 48 129 0 0
Microdilution with RPMI 24 121 2 6
48 108 3 19
Microdilution with 24 129 0 0
RPMI-2% glucose 48 128 1 0
Table 4. Distribution of fluconazole MICs determined by the
NCCLS macrodilution method, agar screening method, and
microdilution methods with RPMI and RPMI-2% glucose
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했을 때 MIC endpoint로 결정된 well과 그 이전 well (flucona-
zole 희석배수가 2배 높은 well)과의 탁도 차이를 RPMI와
RPMI-2% glucose간에 비교해 보았다. 24시간 배양 후 RPMI
배지를 사용한 경우 두 well간의 흡광도 차이는 0.024±0.021인
데 비해 RPMI-2% glucose 배지를 사용한 경우는 0.103±0.058
로서 두 군간에 유의한 차이를 보였다(P<0.01). 48시간 배양 후
의 흡광도 차이는 RPMI 배지를 사용한 경우 0.101±0.057이었
고, RPMI-2% glucose 배지를 사용한 경우는 0.275±0.099이었
다. 따라서 RPMI-2% glucose를 사용하였을 때 RPMI 배지에
비해 흡광도 차이가 의의 있게 커서 MIC 판정이 더 용이하였다
(P<0.01).
고 찰
최근 fluconazole의 장기간 사용과 연관된 C. albicans의 flu-
conazole 내성 획득이 자주 보고되고 있다[8, 18]. Tortorano 등
[8]은 후천성 면역결핍증 환자에서 fluconazole로 치료 중인 구강
칸디다 감염이 fluconazole에 대해 점차 반응하지 않게됨을 관찰
하였고, 동시에 감염 병소에서 연속해서 분리된 C. albicans 균주
의 fluconazole MIC가 64 g/mL까지 점차 증가되었음을 보고
한 바 있다. NCCLS 소위원회는 fluconazole의 MIC 64 g/mL
이상이면 내성을, 16-32 g/mL인 경우 약용량 의존 감수성을,
그리고 8 g/mL 이하인 경우는 감수성을 의미한다는 해석법을
제안하여 fluconazole 감수성 검사가 임상적 결과를 예견할 수 있
다고 하였다[18]. C. albicans는 침습성 칸디다증을 유발하는 가
장 흔한 칸디다 균종이므로, C. albicans의 fluconazole 내성 획득
을 조사하기 위한 감수성 검사는 임상적으로 더욱 중요하리라 생
각된다.
C. albicans의 fluconazole 감수성 검사에 있어 MIC 판정은 재
현성에 문제가 있는 것으로 보고되고 있다[1, 5-7]. 이를 해결하
기 위한 방법의 하나로서 NCCLS에서 권장하는 RPMI 1640 배
지 대신 glucose 18 g/L를 더 첨가하여 만든 RPMI-2% glu-
cose 배지를 이용하는 검사가 최근 소개되고 있다[17]. RPMI-
2% glucose 배지는 특히 C. albicans 균주의 증식을 증가시켜
azole계 약제에 대한 MIC endpoint 판정을 용이하게 한다[6,
17]. 본 연구에서 RPMI-2% glucose 배지와 104 CFU/mL인
균농도를 이용하여 broth microdilution법을 시행한 결과, 성장대
조 well에서의 평균 흡광도는 24시간 배양 후 0.316±0.06로서
RPMI 배지를 사용한 경우(흡광도, 0.208±0.01)보다 의의있게
더 높았고, 48시간 배양 성적도 이와 유사하였다. Rodriguez-
Tudela와 Martinez-Suarez[6]도 본 연구와 동일한 조건에서 이
와 유사한 결과를 보고하였다. Cuenca-Estrella 등[21]은 C.
albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. krusei
및 C. lusitaniae 각각 10주씩을 대상으로 RPMI-2% glucose를
사용하여 시험한 결과, C. parapsilosis 제외하고는 모두 RPMI-
2% glucose 배지를 사용한 경우에 24시간 및 48시간 배양 후의
흡광도가 더 증가함을 보고하였다. 따라서 RPMI-2% glucose
배지를 이용했을 때 RPMI 배지에 비해 성장대조 well에서의 대
부분 칸디다 균종의 성장이 더 증가됨을 알 수 있고, 본 연구에서
는 C. albicans 균주를 대상으로 이를 확인하였다.
RPMI-2% glucose 배지를 이용하여 C. albicans의 감수성 검
사를 시행할 때 균액의 농도를 높여(105 혹은 104 CFU/mL) 사
용하여도 MIC의 위증가 현상은 없다고 보고되고 있다[22, 23].
균 농도를 105 CFU/mL로 하는 것이 가장 NCCLS법과 일치도
가 높다는 보고도 있으나[21], 대부분의 연구자들은 104
CFU/mL를 선호하고 있다[6, 7, 14, 17]. 또한 이 경우 분광광
도계를 이용하여 MIC를 판정할 때 균성장이 80% 억제된 지점
보다 50% 억제된 지점을 더 권장하고 있다[6, 11, 17, 19]. 따라
서 본 연구에서는 균액의 농도는 104 CFU/mL를 사용하였으며,
MIC는 성장대조 well에 비해 흡광도가 50% 이상 억제된 지점으
로 판정하였다. 본 연구에서 C. albicans 표준균주를 대상으로
RPMI-2% glucose 배지를 이용하여 fluconazole MIC를 측정한
결과, broth microdilution법의 MIC 성적은 macrodilution법 및
한천희석법과 거의 유사하였고, 정도관리 허용범위에도 속하였다.
Espinel-Ingroff 등[14] 및 Polanco 등[19]도 RPMI-2% glu-
cose 배지를 사용하여 표준균주에 대해 fluconazole 감수성 검사
를 실시하여 유사한 결과를 보고한 바 있다.
본 연구에서 RPMI를 이용한 microdilution법을 분광광도계를
이용하여 판정한 경우, NCCLS macrodilution법간의 2배 희석배
수내 일치율은 24시간 배양 후 91.5%이었고, 48시간 배양 후는
76.7%로 매우 낮았다. 그러나 RPMI-2% glucose를 사용한 경우
각각 100% (129/129)와 99.2% (128/129)로, NCCLS macrodilu-
tion법과의 일치율이 RPMI에 비해 의의 있게 더 높았다. RPMI-
2% glucose 배지를 이용하여 microdilution법을 시행했을 때
macrodilution법과 2배 희석배수내 일치율은 Rodriguez-Tudela
등[7]은 98.1%로, Espinel-Ingroff 등[14]은 97.7%로 보고하였
고, 또한 Polanco 등[19]은 검사실간의 일치율을 98.2%로 보고
하였다. 또 RPMI-2% glucose 배지를 이용한 microdilution법과
다른 방법과의 일치율은 24시간과 48시간 배양간에 차이가 없다
는 보고도 있으나[17], Cuenca-Estrella와 Rodriguez-Tudela[9]
및 Lozano-Chiu 등[20]은 24시간 배양 후의 일치율이 48시간
배양 후에 비해 더 높다고 보고하였다. 본 연구에서도 24시간 후
의 일치율이 48시간 후에 비해 더 높았는데, 이는 RPMI-2% glu-
cose 및 104/mL의 균액을 사용한 경우 검사 시간의 단축이 가능
함을 보여주었다.
Trailing 효과는 fluconazole 등 azole계 항진균제의 fungistat-
ic activity로 인하며, trailing 효과를 보이는 균주는 대개 flu-
conazole 감수성 검사상 24시간 배양 후 감수성을 보이나, 48시
간 후엔 MIC가 64 g/mL 이상으로 증가된다[5]. NCCLS에서
는 일부 균주가 RPMI 배지에서 24시간 배양 후 성장이 잘 안되
므로 48시간 배양을 권장하고 있는데, trailing 효과를 보이는 이
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균주들을 NCCLS의 권장대로 48시간 후 판독하게 되면 flucona-
zole 내성으로 잘못 판정될 수 있다[5, 8]. Torantore 등[24]은
trailing 효과를 줄이기 위해서는 NCCLS법에서 사용되는
MOPS의 농도를 0.0165 M로 낮추고 24시간 배양 후 판독을 하
는 것이 좋다고 하였다. Revankar 등[5]은 NCCLS법으로 검사
한 fluconazole MIC가 24시간 배양 후에는 1 g/mL 이하이다
가 48시간 배양 후엔 64 g/mL 이상이 되는 C. albicans 균주
들을 관찰하였는데, 이 균주들을 대상으로 8 g/mL 및 16 g/
mL의 fluconazole이 포함된 한천 희석법으로 검사했을 때 MIC
가 모두 8 g/mL 미만인 감수성 균주들임을 확인할 수 있었다.
신 등[10]도 NCCLS법과 E test에서 trailing 효과가 관찰된 C.
albicans 균주들을 fluconazole이 포함된 평판배지에서 시험한 결
과 MIC가 8 g/mL 이하로 쉽게 판정됨을 보고한 바 있다. 본
연구에서 NCCLS microdilution법 성적 중 fluconazole MIC가 8
g/mL 이상으로 증가된 균주는 RPMI 배지의 경우 24시간 및
48시간 배양 후 각각 8주 및 22주이었으나, RPMI-2% glucose
의 경우는 각각 0주 및 1주로서 RPMI-2% glucose를 사용했을
때 trailing 효과가 훨씬 감소함을 알 수 있었다. 이는 Fig. 1에서
보여준 것처럼 RPMI 배지에서 trailing 효과를 보이는 C. albi-
cans 균주는 RPMI-2% glucose 배지를 사용했을 때 성장대조
well의 흡광도가 증가됨에 따라 감수성 균주로 쉽게 판정될 수
있었다. Rodriguez-Tudela 등[6]도 본 결과와 유사하게 RPMI-
2% glucose 배지를 이용하였을 때 RPMI 배지에 비해 trailing
효과를 보이는 균주가 거의 없음을 보고하였다.
본 연구에서 두 배지간의 MIC endpoint well과 그 이전 well
과의 흡광도 차이를 비교해 본 결과, RPMI-2% glucose 배지를
사용하였을 때 24시간 및 48시간 배양 후 흡광도 차이는 각각 약
0.103 및 0.275로서 RPMI 배지(약 0.024 및 0.101)에 비해 의의
있게 증가하였다. 여러 연구자[6, 11, 17, 20]도 trailing 효과를
보이는 C. albicans를 대상으로 RPMI-2% glucose 배지를 이용
하여 fluconazole 감수성 검사를 시행했을 때, RPMI 배지보다
MIC 판정이 더 용이하였다고 보고한 바 있다. 따라서 RPMI-
2% glucose 배지를 이용하면 RPMI 배지에 비해 성장대조 well
의 C. albicans의 성장을 증가시켜 MIC endpoint인 well과의 흡
광도 차이가 더 분명해짐에 따라 MIC 판정이 더 용이해지며,
NCCLS의 중요한 문제점 중의 하나인 trailing 효과에 의한 부정
확한 MIC 판정을 어느 정도 막을 수 있을 것으로 생각되었다.
본 연구에서는 C. albicans의 fluconazole 감수성 검사에서 있
어 NCCLS법의 몇가지 문제점을 해결하고자 NCCLS법을 변형
시킨 방법을 시도하였다. 첫째, 일부 C. albicans 균주들이 RPMI
1640 배지에서 잘 자라지 못하는 문제점을 해결하기 위해 RPMI-
2% glucose 배지를 이용하여 broth microdilution법을 시행하였
고, 둘째, 균농도는 NCCLS의 권장 농도(103 CFU/mL)보다 더
높은 농도(104 CFU/mL)를 사용하였으며, 셋째, MIC 판정은
분광광도계를 이용하였고 대조 well에 비해 성장이 50% 억제된
well을 MIC로 정하였다. 그 결과 NCCLS macrodilution법 및
한천 희석 선별법과의 일치율이 매우 높았으며, 성장대조 well의
평균 흡광도 및 MIC endpoint인 well과 그 이전 well과의 흡광
도 차이는 RPMI 배지에 비해 의의있게 더 높아 MIC 판정이 더
용이하였고, trailing 효과를 보이는 C. albicans에서도 쉽게 flu-
conazole 감수성 균주로 확인 가능하였다. 결론적으로 본 연구를
통해 C. albicans의 fluconazole 감수성 검사에 있어 RPMI-2%
glucose 배지를 이용한 microdilution법은 NCCLS broth
microdilution법의 단점을 보완하는 방법으로 유용하게 사용될 수
있으리라 생각되었다.
요 약
배경 : Candida albicans의 fluconazole 감수성 검사에 있어
MIC 판정은 재현성에 문제가 있는 것으로 보고되고 있다. 저자
들은 임상 검체에서 분리된 C. albicans를 대상으로 RPMI 및
RPMI-2% glucose 배지를 이용하여 spectrophotometric microdi-
lution법으로 fluconazole 감수성 검사를 실시하고, 이를 비교 평
가하여 보았다.
방법 : 임상 검체에서 분리된 129주(전남대 72주 및 연세대 57
주)의 C. albicans를 대상으로 하여 각 균주의 fluconazole 감수성
검사는 RPMI 및 RPMI-2% glucose를 이용한 broth microdilu-
tion법으로 시행하였고, MIC endpoint는 분광광도계로 405 nm
에서 흡광도를 측정하였다. 두 배지를 이용한 broth microdilution
법의 성적은 National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards (NCCLS) broth macrodilution법 및 한천희석선별법과 비
교하였다.
결과 : C. albicans 129주를 broth microdilution법으로 검사한
결과, 약제가 들어있지 않은 대조 well의 평균 흡광도는 RPMI
배지를 사용한 경우 24시간과 48시간 배양 후 각각 0.208±0.014
및 0.339±0.094이었고, RPMI-2% glucose를 사용한 경우 24시
간과 48시간 배양 후 각각 0.316±0.061 및 0.530±0.104로서,
RPMI-2% glucose를 사용하였을 때 더 많은 균 성장을 보였다
(P<0.01). Fluconazole MIC의 macrodilution법과의 2배 희석배
수내 일치율은 RPMI를 사용한 경우 24시간과 48시간 배양 후
각각 91.5% (118/129)와 76.7% (99/129)로 낮았는데, RPMI-
2% glucose를 사용한 경우는 각각 100% (129/129)와 99.2%
(128/129)로서 의의 있게 더 높았다(P<0.01). MIC point well과
그 이전 well과의 흡광도 차이는 RPMI-2% glucose를 사용한
경우 RPMI를 사용한 경우보다 더 확실하여 MIC 판정이 용이하
였다.
결론 : C. albicans의 fluconazole 감수성 검사에 있어 RPMI-
2% glucose 배지를 이용한 spectrophotometric microdilution법
은 NCCLS broth macrodilution법과의 일치율이 매우 높으며,
MIC 판정이 더 용이함을 알 수 있었다.
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